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RESUMEN 

 

El objetivo de este trabajo fue demostrar la seroprevalencia del virus de influenza equina 

(H3N8) y tres subtipos de influenza humana (H1N1pdm09, hH1N1, hH3N2) en perros 

domésticos de la ciudad de México, y analizar su posible asociación con factores 

predisponentes. Para la detección de anticuerpos en muestras de sueros de perros se 

utilizó la técnica de inhibición de la hemoaglutinación (IHA) y se emplearon como 

antígenos tres cepas de influenza humana: A/México/LaGloria-3/2009 H1N1 

(H1N1pdm09) (número de acceso del GenBank: CY077595), A/México/INER1/2000 

H1N1 (hH1N1) (número de acceso del GenBank: JN086908) y  A/Hong Kong/68 H3N2 

(hH3N2) (ATCC VR1679 strain) y dos cepas de influenza equina: A/equine/2/Miami/63 

H3N8 (ATCC VR317 strain) y A/equino/Kentucky/97 H3N8 (número de acceso del 

GenBank: AF197249). También se analizaron muestras de secreción nasal de perros 

para identificar RNA de virus de influenza A. Se evaluó con una prueba estadística la 

asociación en la seropositividad de perros con diferentes factores (edad, sexo, 

permanecen todo el tiempo en casa y la seropositividad en sus dueños). La 

seroprevalencia para influenza humana (hH1N1 pdm09, hH1N1 y hH3N2) en perros fue 

de 0.9% (1/113) y 4% (5/113) para influenza equina. No se encontró asociación 

significativa (p>0.05) entre la seropositividad con algún factor evaluado. No se detectó 

RNA viral en las muestras de secreción nasal. Los resultados sugieren la primera 

evidencia serológica de la infección del virus de influenza A en perros domésticos en la 

Ciudad de México.  

 

 

 

 

Palabras clave: influenza canina, influenza equina, influenza humana, transmisión entre 

especies, factores de riesgo  
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ABSTRACT 

 

The aim of this work was to demonstrate the seroprevalence of equine influenza virus 

(H3N8) and three subtypes of human influenza (H1N1pdm09, hH1N1, hH3N2) in 

domestic dogs in Mexico City, and analyze their possible association with predisposing 

factors. For detection of antibodies in serum samples from dogs were used the technique 

of hemagglutination inhibition (HAI) and used as antigens three strains of human 

influenza: H1N1 A/México/LaGloria-3/2009 (H1N1pdm09) (number GenBank 

accession: CY077595) A/México/INER1/2000 H1N1 (hH1N1) (GenBank accession 

number: JN086908) and A / Hong Kong/68 H3N2 (hH3N2) (ATCC VR1679 strain) and 

two strains of equine influenza: A/equine/2/Miami/63 H3N8 (strain ATCC VR317) and 

A/equino/Kentucky/97 H3N8 (GenBank accession number: AF197249). Samples were 

also analyzed runny nose dogs to identify influenza virus RNA A. Was evaluated with a 

statistical test the association of seropositivity of dogs with different factors (age, sex, 

stay all the time at home and seropositivity to their owners). The seroprevalence for 

human influenza (hH1N1 pdm09, hH1N1 and hH3N2) in dogs was 0.9% (1/113) and 

4% (5/113) for equine influenza. No significant association was found (p> 0.05) 

between seropositivity with some factor evaluated. No viral RNA was detected in nasal 

secretion samples. The results suggest the first serologic evidence of infection with 

influenza virus in domestic dogs in Mexico City. 

 

 

 

Key words: canine influenza, equine influenza, human influenza, cross species 

transmission, risk factors 
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INTRODUCCIÓN 

En la Ciudad de México existen alrededor de un millón 200 mil perros, de los cuales 

más de un millón está en estrecha convivencia con humanos y en contacto con virus de 

influenza. Es importante conocer la seroprevalencia contra diferentes subtipos del virus 

de influenza A en los perros domésticos que conviven con el humano. Debe de 

considerarse de importancia la infección con virus de influenza en los perros y vigilar la 

circulación de estos virus en esta especie. 
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CAPÍTULO 1 

 

FAMILIA ORTHOMYXOVIRIDAE 

El virus de influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae que quiere decir 

“correcto” (orthos) y “moco” (myxa). 
1
. De esta familia existen cinco géneros: 

influenzavirus A, B y C, Isavirus y Thogotovirus 
2
. Los géneros A, B y C; están 

asociados con problemas respiratorios en humanos 
3
. Los virus de influenza son 

pequeños de 80 a 120 nm de diámetro, son partículas pleomórficas que luego se vuelven 

generalmente esféricas 
4
. El virus de influenza tiene un genoma RNA segmentado de 

ocho moléculas de una sola cadena en sentido negativo que codifican 11 o 12 proteínas 

virales 
5
.  

 

Clasificación y subtipos 

La estructura segmentada del genoma del virus de influenza y la rápida evolución 

característica de este virus generan nuevos subtipos o linajes genéticos 
6
. Los 

mecanismos que permiten la evolución y generan la variabilidad de este virus son las 

mutaciones puntuales o deriva antigénica drift, el reordenamiento genético shift, 

partículas defectivas interferentes y la recombinación del ARN 
4
. Estos mecanismos 

generan cambios estructurales en la superficie de las glicoproteínas virales o en 

cualquier otro segmento 
7
. Los virus de influenza A se han dividido en subtipos de 

acuerdo a la reactividad serológica de las glicoproteínas hemaglutinina (HA) y 

neuraminidasa (NA) 
3
. Actualmente se conocen 17 HA (H1-H17) 

8
 y 9 NA. 

 

TRANSMISIÓN INTER-ESPECIE 

El género de influenza A infecta a una variedad extensa de animales domésticos y aves 

silvestres 
4
. En los humanos causa afectaciones clínicas en el 5 al 10% de la población 

mundial debido principalmente por los subtipos H1, H2 y H3 
9
. Las interacciones entre 

un patógeno viral y un hospedador son un proceso complejo que conducen a una 

especificidad, aunque las transmisiones entre especies son un proceso difícil 

esporádicamente los virus cruzan las barreras e infectan a otras especies 
10

. Sin embargo, 

la mayoría de infecciones de transmisión directa del virus de influenza de una especie 
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huésped natural a una nueva especie huésped no resultan en la transmisión sostenida 
11

. 

Por lo tanto, el establecimiento de nuevos linajes de larga duración del virus de influenza 

es poco común y difícil 
4
. Cuando un nuevo subtipo que se originó en especies animales 

se introduce entre la población humana se generan las pandemias 
12

. Por lo tanto la 

capacidad del virus de influenza para evolucionar e infectar a diferentes especies 

animales es de suma importancia. 

Frecuentemente los virus de influenza pueden infectar nuevos hospedadores pero no es 

común que se establezcan y continúen infectando a esta nueva especie 
13

. Existen 

barreras que no permiten la transmisión inter-especie de los virus de influenza, aunque 

diversos factores como el crecimiento de la población y los hábitos de consumo 

favorecen a que se reduzcan estas barreras que limitan el contacto entre especies 
14

. Para 

que un virus se vuelva endémico en una nueva población intervienen las interacciones 

entre la especie donante y el receptor, la interacción individual del virus en el 

hospedador de la especie receptora y las interacciones dentro de la especie receptora 
14

. 

La adaptación y perpetuidad en los humanos, de los virus de influenza con nuevos 

reordenamientos, se pueden dar por transmisión directa o indirectamente en especies 

puente 
15

. Los virus de influenza infectan a estas especies puente antes de transmitirse al 

humano. Esto facilita la infección de nuevos virus de influenza, ya que pueden existir 

modificaciones en los virus para su adaptación al humano 
12

. Las aves silvestres se 

consideran como el reservorio natural de los virus de influenza A 
16

. Los cerdos pueden 

infectarse con la mayoría de virus de influenza aviar 
17

 por lo que se consideran como 

una especie puente donde se llevan a cabo reordenamientos de diferentes subtipos 
18

. La 

exposición de los humanos a virus de influenza de aves silvestres es muy rara, sin 

embargo es muy frecuente la exposición y convivencia con estas especies puente 
12

. 

Aunque no se ha reportado la transmisión de virus de influenza de caballos o perros a 

humanos, se sabe que los carnívoros domésticos podrían representar una nueva especie 

puente 
12

.  

 

Un factor importante en la transmisión inter-especies es la capacidad de la proteína 

hemaglutinina (HA) del virus de influenza para unirse a ciertos receptores en las células 

huésped antes de que se internaliza el virus. La unión del virus de influenza a las células 
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blanco está mediada por la HA viral, que reconoce glicoconjugados de superficie de la 

célula que contienen residuos de ácido siálico terminal 
19

. La especificidad por el 

receptor varía; se cree que las diferencias específicas de la especie en la distribución de 

los enlaces en las células epiteliales respiratorias, influyen en la capacidad de los virus 

de influenza A para transmitirse entre las especies 
20

. La proteína HA viral se une a 

receptores celulares con oligosacáridos que terminan en ácido siálico-α-2,6-galactosa (α-

2,6-Gal) o α-2,3-galactosa (α-2,3-Gal). Hay diferencias entre especies en la topografía 

celular de la densidad de receptores celulares con ácido siálico α-2,6-Gal y α-2,3-Gal en 

el tracto respiratorio. Los virus de influenza pueden unirse predominantemente a 

receptores α-2,6-Gal y α-2,3-Gal, aunque algunos virus pueden unirse a ambos 
19

. Los 

virus de influenza aviar se unen preferentemente al ácido siálico ligado a la galactosa 

por una conformación α-2,3 que se encuentra en altas concentraciones en las células 

epiteliales del intestino de aves acuáticas 
21

. Los virus de influenza humana (subtipos H1 

a H3) se unen más fácilmente a receptores que contienen terminación α-2,6-Gal que se 

encuentran en el epitelio del tracto respiratorio humano 
22

.  

 

INFLUENZA CANINA 

La infección con virus de influenza en perros es una enfermedad reciente; también el 

considerar a los perros como nuevos hospedadores de diferentes virus de influenza. En 

2004 se identificó la infección y manifestación de un cuadro clínico, en esta especie, con 

un virus de influenza A de origen equino subtipo H3N8 
11

. Se ha documentado la 

circulación de este subtipo en perros domésticos en Estados Unidos de América 
23

, en 

perros de la raza galgo utilizados en las carreras 
24

 y también en perros bajo resguardo en 

centros de control canino 
25

. Aparentemente la infección no está relacionada a una edad, 

raza o sexo específicos 
23, 25

. Se ha demostrado la transmisión, de manera experimental, 

del subtipo H3N8 entre perros, los cuales desarrollan un cuadro clínico una vez que se 

infectan al estar en contacto con otros perros 
26

.  

 

Epidemiología 

Se ha demostrado que un virus de influenza tipo canina estuvo circulando entre los 

perros desde el año 2000 
27

. El análisis filogenético del virus de influenza canina 
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determinó que este virus se adaptó en los perros a partir de la transmisión entre especies 

de un virus de influenza equina H3N8 el cual no tuvo algún tipo de reordenamiento 

genético 
11, 28

. Este virus tuvo una adaptación en los perros, y aunque el virus de 

influenza canina H3N8 es muy similar genéticamente a los aislamientos posteriores al 

año 2003 de influenza equina con los que se ha comparado 
29

, existen diferencias, 

principalmente en el gen HA, que  favorecieron la adaptación a una nueva especie 

huésped y que se producen de manera transitoria en el huésped donante, para 

proporcionar un reservorio transitorio de mutaciones pre-adaptadas 
30

. Además, estas 

mutaciones, favorecen que el virus se mantenga de manera eficiente entre la población 

de perros por la transmisión horizontal 
28

. Y también le han conferido una especificidad 

de especie al no permitir re infectar a los caballos 
31

. 

 

En el año de 2008 se identificó un virus de influenza en perros que daría origen a un 

nuevo subtipo H3N2. Este se aisló en Corea del Sur a partir de perros con un cuadro 

respiratorio severo. El análisis filogenético de este virus indicó que los aislamientos del 

virus de influenza, procedentes de Corea del Sur, pertenecen a un grupo diferente a los 

del subtipo H3N8 de equinos y caninos 
32

. Los ocho genes del subtipo H3N2 de 

influenza canina son de origen aviar, se cree que la transmisión se generó por la 

alimentación de perros con carne sin tratar de patos y pollos, también es posible que la 

transmisión entre especies del virus se produjo directamente por la transmisión de 

aerosol a partir de aves infectadas a perros susceptibles como consecuencia de un 

contacto estrecho entre las dos especies 
32

. Este subtipo H3N2 también se ha podido 

aislar en diferentes regiones de China 
33-39

. También se ha demostrado la transmisión 

horizontal entre perros que están en contacto con perros infectados con virus de 

influenza H3N2 
40

. 

 

Manifestación clínica 

Los signos asociados a influenza canina no son patognomónicos y más del 20% de los 

perros infectados son asintomáticos 
41

. Los signos clínicos asociados a la infección por 

influenza canina son similares a los producidos por otros agentes, en especial a los que 

producen la traqueo bronquitis infecciosa 
42

. La mayoría de signos clínicos se presentan 
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durante los primeros cinco días posteriores a la infección. La mayoría de los casos 

graves de neumonía se debe a una infección bacteriana secundaria. Los casos de 

neumonía hemorrágica en perros de raza Greyhound no se han reportado en perros 

domésticos 
11

 

Las manifestaciones clínicas en los perros por la infección del virus de influenza son 

parecidas aunque existen diferencias entre los dos subtipos, H3N8 y H3N2. Los signos 

clínicos, en la infección experimental en perros por el subtipo H3N2, incluyen 

estornudos, secreción nasal y tos que se observan de 2-8 días post inoculación (dpi) 
32, 40

. 

Los animales presentan fiebre a las 24 h después de la inoculación, que se prolonga de 3-

6 dpi. La eliminación del virus en las secreciones nasales se puede detectar desde el 1 

dpi y continúa hasta por cinco días más. Se alcanzan títulos hasta de 10
6.1

 hasta 10
7
 dosis 

infectantes embrión pollo 50%/ 0.1 ml 
32, 40

.  Las lesiones macroscópicas en órganos 

descritas en animales infectados experimentalmente con virus de influenza H3N2 son 

consolidaciones multifocales y coalescentes en pulmón a los 7 dpi 
32, 40

 Las lesiones 

microscópicas se pueden observar desde los 3 dpi, y se encuentran en la tráquea y los 

pulmones. Son necrosis e inflamación de vías respiratorias superiores (tráquea y 

bronquios) e inferiores (bronquiolos y alvéolos) También se puede observar 

traqueobronquitis necrotizante difusa o multilobular con inflamación supurativa del 

epitelio traqueobronquial, bronquiolitis necrotizante difusa o multilobular y 

broncoalveolitis 
32

. La infección por el subtipo H3N8 de influenza canina en perros 

genera cuadro clínicos diversos, se ha reportado fiebre en los animales durante uno o dos 

días posteriores a la inoculación y sin mostrar signos respiratorios como tos y secreción 

nasal 
11, 43

, en otro estudio los signos clínicos de fiebre, tos y secreción nasal han estado 

ausentes en perros bajo condiciones experimentales 
44

. Se ha reportado la presencia de 

tos como el principal signo clínico en la infección experimental en perros, desde el 

segundo día post inoculación y hasta por cuatro días 
45

. La excreción viral en los perros, 

que se han infectado experimentalmente, también es muy variable, se ha reportado desde 

el día 1 y 2 con títulos de 1.0 a 2.5 Log10 unidades formadoras de placa, y también por 

cuatro días consecutivos desde el día posterior a la inoculación 
11

. En otro estudio se han 

reportado títulos virales en secreción nasal, desde el día 1 post inoculación con un 

promedio de 10
1.0 

dosis infectante cultivo celular (DICC) 50%/ml, y hasta por cinco días 
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más con títulos de 10
2.0 

DICC50%/ml, el título más alto se obtiene el día 4-5 del desafío 

con títulos que alcanzan 10
4.0 

DICC50%/ml 
43

. Las lesiones histológicas causadas por el 

virus de influenza subtipo H3N8 en perros infectados experimentalmente son traqueítis 

necrotizante, bronquitis y bronquiolitis, desde el quinto día post inoculación 
11

, también 

se ha descrito necrosis multifocal de epitelio celular de la tráquea y bronquios desde el 

primer día post inoculación, estas lesiones se incrementan durante los siguientes cinco 

días más y tienden a desaparecen para el sexto día, también se describe neumonía desde 

el día 1 y hasta por 3 días después de la inoculación en la zona cráneo ventral y se 

caracteriza por infiltrados de células inflamatorias 
44

. 

 

Diagnóstico 

La infección por el virus de influenza en perros se presenta comúnmente como brotes de 

enfermedad respiratoria. Así como en otras cepas el virus de influenza en perros puede 

ser diagnosticado por aislamiento viral o por la técnica de reacción en cadena de la 

polimerasa 
11, 28, 46

. Esta última es más sensible comparada con el aislamiento viral en 

embrión de pollo 
42

. La prueba actual de elección para detectar virus de influenza es la 

RT-PCR, que tiene como objetivo amplificar un segmento del gen que codifica la 

proteína de matriz, esta puede ser la misma secuencia que se utiliza para detectar virus 

de influenza aviar 
47

. Aunque se puede utilizar un ensayo de RT-PCR específico para 

H3, se prefiere hacer un muestreo exploratorio para detectar si algún virus de influenza 

está involucrado en el cuadro clínico 
47

. Si el resultado es positivo se puede determinar 

el subtipo de virus de influenza, con iniciadores específicos para H3 y N8 
28, 46

. Estas 

técnicas tienen la desventaja de mostrar resultados negativos si las muestras clínicas  se 

colectan fuera del periodo de excreción viral, el cual suele ser muy corto 
40, 43, 44, 48

. La 

serología es uno de los métodos de diagnóstico más útil para confirmar la infección o 

como herramienta de vigilancia epidemiológica del virus de influenza 
42, 47

. El ensayo de 

inhibición de la hemaglutinación es considerado el método estándar de elección para el 

diagnóstico serológico del virus de influenza 
49, 50

. Esta prueba tiene una alta sensibilidad 

y especificidad, ya que puede detectarse la respuesta de anticuerpos en perros desde los 

7 días después de la infección 
40, 44, 48, 51

. Esta prueba es de elección debido a la ausencia 

de otros subtipos de virus de influenza que circulen en perros 
47

.  
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Vacunación 

Existe, en los Estados Unidos de América, una vacuna inactivada contra el virus de 

influenza canina subtipo H3N8, la cual ha demostrado de manera experimental reducir el 

tiempo de excreción del virus, la severidad de los signos clínicos y las lesiones en el 

aparato respiratorio 
45

, también se demostró que reduce la excerción bacteriana en 

estudios de coinfección con influenza canina y Streptococcus equi subsp. zooepidemicus 

43
. De manera experimental se ha probado una vacuna inactivada contra el subtipo 

H3N2, que reduce los signos clínicos como la fiebre, disminuye la carga viral, el tiempo 

de excreción y las lesiones en pulmón 
52

.  Aunque ninguna de estas vacunas protegen 

contra la infección se recomendaría utilizarla en perros con un alto grado de riesgo de 

presentar infecciones respiratorias 
47

. 

  

INFLUENZA HUMANA EN PERROS 

Los virus de influenza humana se unen a receptores celulares que contienen terminación 

α-2,6-Gal que se encuentran en el epitelio del tracto respiratorio humano 
22

. Los perros 

presentan en las células del aparato respiratorio inferior, bronquios y bronquiolos, el 

receptor celular de ácido siálico en conformación α-2,3-Gal específico para la infección 

con virus de influenza equina y aviar 
20, 32, 53

 . Se ha documentado que los perros poseen 

el receptor α-2,6-Gal en algunas secciones del aparato respiratorio. En la tráquea y 

bronquios la distribución de este receptor es muy similar, específicamente en células de 

la mucosa, submucosa y lámina propia, se encuentra de manera difusa y en focos. En 

bronquiolos y alveolos no se encuentra ácido siálico en conformación α-2,6-Gal 
53

. Daly 

et al., 
20

 reporta que se encuentra este oligosacárido de ácido siálico α-2,6-Gal en el 

tracto respiratorio de los perros.  

 

Existen datos serológicos y virológicos de la infección esporádica en perros con virus de 

influenza humana subtipo H3N2 
54-57

. Estos reportes mostraban una infección subclínica 

sin la presencia de signos clínicos en los perros, además de que no se podía demostrar la 

transmisión sostenida del virus de influenza humana en los perros. 
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En estudios más recientes se han identificado anticuerpos contra el virus de influenza A 

H1N1 pandémico, en perros domésticos, en muestras tomadas durante la circulación de 

este virus 
58

. También hay datos de la infección natural y manifestación de un cuadro 

clínico respiratorio en perros y gatos con virus de influenza H1N1 pdm09 
59-61

. De 

manera experimental el virus de influenza humana H1N1 pdmo09 se ha podido infectar 

en los perros reproduciendo los signos clínicos, pero la transmisión entre los mismos no 

se da de manera eficiente 
61

. Recientemente se demostró un nuevo virus H3N1 con 

reordenamientos a partir de genes del virus de influenza humana y aviar en la especie 

canina 
62

. Esto sugiere que los virus de influenza humana no están circulando en los 

perros y que las infecciones son esporádicas y por contacto con humanos infectados, 

aunque estos podrían representar un papel importante en la transmisión inter especie de 

diferentes subtipos del virus de influenza A, porque pueden servir como especies puente 

para la infección del virus.  

 

INFLUENZA AVIAR EN PERROS 

La replicación de los virus de influenza aviar en mamíferos, como cerdos, gatos y 

hurones se ha documentado en diversos estudios de manera experimental 
17, 63

. Antes de 

la aparición del virus de influenza aviar de alta patogenicidad (Highly Pathogenic Avian 

Influenza Virus) los reportes de la transmisión inter especie del virus de influenza aviar 

a especies mamíferas era poco frecuente 
64

. Desde el año 2003, la influenza aviar 

HPAIV subtipo H5N1 se ha transmitido a una amplia gama de especies de mamíferos 

domésticos y silvestres, incluido el humano 
65-68

. La transmisión de este virus se ha dado 

de manera esporádica en los mamíferos, sin embargo la infección se ha considerado de 

importancia debido a la alta tasa de morbilidad y mortalidad y al potencial de zoonosis 

69
. El primer reporte de influenza HPAIV H5N1 en perros fue en el año 2004. El virus se 

pudo aislar del pulmón, hígado y riñones de un perro que mostró signos clínicos como 

fiebre, jadeos y letargia. La probable infección fue por la ingesta, previa a los signos 

clínicos, de un cadáver de un pato en una zona donde se habían reportado casos de 

HPAIV H5N1 en esta especie 
70

. A partir de esto se han realizado infecciones de manera 

experimental en la especie canina con el virus HPAIV H5N1 
71-73

. Los resultados 

obtenidos difieren en los distintos estudios. Giese et al., han demostrado la excreción 
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viral del tracto respiratorio, la presencia de signos clínicos como  fiebre, anorexia y 

conjuntivitis, pero no pudieron re aislar el virus en órganos, tampoco la transmisión 

horizontal entre perros se logró establecer 
72

. Resultados similares obtuvieron Chen et 

al., en la reproducción de signos clínicos en perros inoculados con el HPAIV H5N1. 

También lograron identificar el virus en pulmón y tráquea, además de lesiones 

histopatológicas en estos órganos 
73

. Esto difiere a los reportado por Maas et al.2007, 

donde solo pudieron identificar el virus en excreciones pero no evidenciaron la presencia 

de signos clínicos en los perros inoculados con HPAIV H5N1 
71

. Esto sugiere que la 

replicación del virus de influenza aviar en perros varía de acuerdo a las diferentes cepas 

utilizadas en la inoculación, además de que pudieran existir diferencias en la 

suceptibilidad de la infección en distintas razas de perros. Se ha demostrado que los 

virus aislados en perros son muy cercanos filogenéticamente al virus HPAIV H5N1 

identificado en aves 
74

. Los virus de influenza HPAIV H5N1 que infectan a los perros 

domésticos tienen características de alta virulencia y potencial de transmitirse de perros 

a humanos 
74

. Los factores que influyen en la capacidad de los virus de influenza aviar 

que se transmiten entre mamíferos, y que de esta forma se puedan establecer entre la 

población, son poco conocidos. El conocimiento de estos factores es crucial en los 

esfuerzos por mitigar los efectos de la transmisión entre especies de virus de influenza 

aviar a los mamíferos, incluidos los humanos 
64

. 
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Background The possible transmission of influenza A virus 
between dogs and hu mans is important, as in Mexico City there 

a re ap proximalely 1·2 million dogs. We present Ihe fmt 
evidence of infl uenza A virus infection in household dogs in 
Mexico. 

Objectives The objective of this study was to identify the presence 
of antibodies against intluenza A virus in dogs and their owners, as 

wel! as the presence of RNA of influenza A virus in nasal exudates of 
dogs and, th ereby, assess the possible transmission of the virus 

between humans and dogs. 

Methods Serum samples from household dogs and their owners 

were analyzed to detecl Ihe presence of anti bodies against Ihree 
subtypes of human influenza virus (H 1 N 1 pdm09, H IN 1, and 

H3N2), as well as su btype H3N8 of equine influenza. We analyzed 
dog nasal exudates to detect influenza viral RNA. The relationship 

between the seroposilivity of dogs and va rious facto rs (age, sex, 

conslanlly al home, and seropositivity of owners) was statistically 

analyzed. 

Results Seropreva lence for human influenza in dogs was 0·9% (1 

of 11 3), and it \Vas 4% (S of 11 3) for equin e influenza. In humans, 

seroprevalence was 22% for subtype H IN l pdm09, 20% for subtype 
HI N 1, and 11 % for subtype H3N2. No sign ificant association 
( P > 0·05) was found between seroposi tivi ty and any ofthe assessed 

factors. Furthermore, no vi ral RNA was detected in the nasal 
exudate samples. 

Conclusions Results revealed sero preva lence of Ihe influenza virus 

in hOllsehold dogs in Mexico City. It can be assumed that dogs are 

currently becoming infected with differenl subtypcs of influenza 
viruses. 

Keywords Canine in fluenza, cross-species transmission, hum an 
influenza, risk factors. 

Please cite tlris paper as: Ramírez-Martínez et al. (2013) Evidence of transmission and risk factors for influenza A virus in household dogs and their owners. 
In fluenza and Other Respiratory Viruses 7(6), 1292- 1296. 

Introduction 

The eonstant evolution of the influenza virus favors genet ic 
variability and transmission to other species. Interspecies 
transmiss ion of influenza vi ruses is a diffic ult process beca use 
there are barriers that hinder infeetion; however, diverse 
faetors such as population growth and consumption habits 
have reduced these barriers by increasing contact among 
speeies. 1 Antigenic drift and antigenic shift generate struc­
tural changes in the virus and allow evolution and variabil­
ity,2 thereby encouraging infection and adaptation in 
different animal species. 3 The clinical disease associated with 
the influenza vi rus in dogs has only been recently observed. 
In 2004, an equine-origin subtype H3N8 influenza A virus 
was isolated from dogs wirh respiratory disease,4 and, in 
2008, an avian-origin subtype (H3N2) \Vas also isolated.s 

Subsequently, the circulation of these subtypes has been 
documented in the canine population in diverse countries.6-9 

1292 

The influenza virus in these animals can lead to health 
problems related to respiratory syndromes and complica­
tions due to bacteria, and although horizontal transmissio n 
among dogs has been demonstrated, the rate of infeetion 
does not appear to be altered by age, breed, or sex. 10,11 In 
their respirato ry traet, dogs possess speeific receptors for 
infeetion with human and avian influenza viruses,12 thereby 
suggest ing that dogs (ould play an important role in 
interspecies transmiss ion of different subtypes of influenza 
A virus. Although no transmission of the virus from dogs to 
humans has been reported, dogs (ould represent a new 
bridging species for the infection. 13 

There is serological evidence of the presence of subtypes 
HI N I and H3N2 of human influenza virus in dogs; a vi rus 
sim ilar to subtype HI N I pdm09 of humans has al so been 
isolated from dogS. 14

,I S In 20 12, a ne\V subtype H3N I was 
identified as a result of reassortment in the canine genes of 
human H I NI pdm09 and canine H3N2 influenza viruses. 16 

© 2013 John Wiley & Sons lid 
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The poss ible transmission of influenza A vi rus between dogs 
and humans is important, as in Mexico City there are 
approximately 1·2 million dogs, of which 1 milJion Jive in 
close contact with humans and other animals. 17 The 
objective of this study was to identify the presence of 
antibodies against influenza A virus in dogs and their owners, 
as well as the presence of RNA of influenza A virus in nasal 
exudates of dogs and, thereby, assess the possible transmis­
sion of the virus between humans and dogs. 

Material and methods 

Study population 
The experimental protocol and sampling methods \vere 
approved by the Committee of Science and Bioethics in 
Research of the Inst ituto Nacional de Enfermedades Respi ­
ratorias (INER B35- 12). We utilized a prospective conve­

nience sampling method. The study was limited to dog 
owners and none had horses. Between July and November 
2012, 113 blood samples were collected from household dogs 
in Mexico City, as well as a blood sample from each owner. 
We used the Cannon and Roe l 8 formula to calculate the 
sample size and taking as reference the seroprevalence 
reported in previous studies for canine influenza in other 
countries lO

,1 9 and human influenza virus in dogS. 15 Age, 
breed, and sex ofthe dog were not considered as exclusion or 
inclusion criteria. Seventeen nasal exuda te samples were also 
collected from dogs with suggest ive signs of respiratory 
disease. A sterile cotton swab was used to collect the sample 
from each animal, and the swabs were immediately placed in 
1 mi of transport medium at 4°C after sampli ng. 

Viral subtypes 
Three human influenza strains were used: A/Mexico/LaGloria -
3/2009 (H I NI )pdm09 (GenBank accession no. CY077595), Al 
Mexico/INERI12000 (HI NI) (GenBank accesSlOn no. 
jN086908), and A/Hong Kong/8/68 (H3N2) (ATCC VRI679 
strain) as well as two equine influenza strains: A/equine/2/ 
Miami/63 (H3N8) (ATCC VR317 strain ) and A/equinel 
Kentuckyl97 (H3N8) (GenBa nk accession no. AFI97249). 

Antibody detection 
The hemagglutination inhibition (HI) test was used to detect 

antibodies against equine influenza in dog sera as described 
by Anderson et al20 with the following modifications: sera 
were heat -inactivated at 56°C and adsorbed with kaolin and 

5% chicken erythrocytes. Double serial dilutions were made 
from 1:10 to 1:1240; the titer of the antibodies inhibiting 
hemagglutination was expressed as the maximal dilution at 
which the serum inhibited the hemagglutinalion activity of 
the virus. Sera were considered positive starting at the 1:40 
dilution. To detect antibodies aga inst human influenza virus 
in the se ra of dogs and owners, the H I test was used 

© 2013 John Wiley & Sons Ud 
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according to the WHO manual,21 with the following 
modifications: the anligen was adjusled to eight hemagglu­
tinating units (HAU). Sera were heat-inactivated at 56°C and 
adsorbed on kaolin and 5% chicken erythrocytes. Double 
serial dilutions were made from 1:10 lo 1:1240, and titers of 
sera were considered positive at 2:40. The tests with the 
HI Nl pdm09 influenza vi rus were perfonned in a leve! 2 
biosafety laboratory of the INER. 

Detection of viral RNA 
Nasal exudate samples from dogs with probable respiratory 
infections were analyzed to identify viral RNA of human and 
canine influenza. RNA extraction was achieved using the 
TRIzoI (Invit rogen, Carlsbad, CA, USA) technique according 
lo the manufacturer's instructions. To conslrucl lhe com­
plementary DNA, the reverse-transcriptase SuperScript lI 
(Invitrogen) enzyme was used. Real-time RT -PCR was used 
with primers addressed to a fragment of the gene NP, 
according to Lu et al. 22 To identify the vi ral RNA of human 
influenza A, lhe primers and probe were identical to those 
used for the real-time RT-PCR previously described for gene 
M of most influenza A subtypes.23 Primers used in this 
research were designed to align most lype A influenza viruses 
originating from multiple species, To confirm the amplifi­
cation of a type A influenza virus different from the human 
subtype pdm09, the products were subjected to agarose gel 
e1ectrophoresis. 

Data collection aud statistical analysis 
A questionnaire was completed by dog owners who had 
voluntarily agreed to donate their pet 's blood. The question­
naire included information regarding the dog's age, breed, and 
sex, their vaccinat ion status, habits of the pet: whether it 
cohabits with other dogs in the same home and whether it 
remains at home all the time or is taken out (10 parks or st reet 
walking), In addition, we gathered information spec ific to the 
owners that included age, gender, and vacci nation status in the 
last 6 months against human influenza virus. The collected 
information was analyzed usi ng contingency tables. An 
independent test was performed to determine the association 
between seropositivity to the equine subtypes in dogs and 
predisposing factors, such as age (>2 years, <2 years), sex 
(male, female), and whether lhe dog constantly remains in the 
home (yes, no). We also evaluated the seropositivity against 
human subtypes in the dogs (positive, negative) and com­
pared this to lhe seroposilivity of their respective owners 
(positive, negative), to analyze the role of cohabitation of dogs 
and humans as a possible factor for infect ion. 

To assess whether seropositivity in humans against the 
influenza virus was due to recent vaccinat ion or to natural 
infection, we analyzed the association of the presence of 
antibodies (positive, negative) with the vaccination status 
(vaccinated, not vaccinated). 
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Table 1. Frequency of the antibody titers in dogs against the 
different subtypes of influenza A virus 

HAU 25.1 

Viral subtype <20 20 40 80 

H3N8_63 113 O O O 
H3N8_97 106 3 O 
H1Nlpdm09 112 O O 
H1Nl 108 4 O O 
H3N2 110 O O 

Values are expressed as hemagglutination un its (HAU) at 25 111. 
Sera were considered posit ive when titers :;::40 were obtained. 

160 

O 

O 

For both cases, a chi-square test (with continuity correc­
tion for frequencies <5) was used. Statistical significance was 
determined as P < 0·05. For al! analyses, the statistical SPss 
16.0 software was used (SPSS for Windows, Version 16.0.; 
SPSS Ine., Chicago, IL, USA). 

Results 

Seroprevalence 
Ofthe 113 dogs, 48 (42·5%) were males and 65 (57·5%) were 
females, and the average age was 5·3 years (range 3 months 
to 13 years) . The seroprevalence was 4% (5 of 113 ) for 
subtype H3N8 A/equine/Kentucky/97 and 0% for subtype 
H3N8 A/equine/2/Miami/63. We detected one dog positive 
to subtype HI N l pdm09 (0 ·9%) and one positive (0 ·9%) to 
the two seasonal subtypes HJN2 and HIN l. The frequency 
of the antibody titers in the dogs against the different 
subtypes is shown in Table 1. 

Ofthe dog owners inc\uded in the study, 45·7% (21) were 
men and 54·3% (25) were women, with an average age of 
36·5 and 38·6 years, respectively. The detected seropreva­
lence in the se ra of the dog owners was 22% for subtype 
H INl pdm09, 20% for subtype HINI, and 11 % for subtype 
H3N2. 

Detection of viral RNA 
The real-time RT-PCR results revealed that no samples were 
positive for canine influenza or influenza A. 

Risk factor analysis 
We found no evidence associating seropositivity in dogs with 
any of the assessed factors, inc\uding age (P = 0·868), sex 
(P ~ 0·564), and "hether they leave the home (P ~ 0·063; 

Table 2). In addition , no statistically significant association 
existed between seropositivity aga inst any subtype of human 
influenza in dogs and the seropositivity against human 
influenza in their owners (P = 0·373; Table 3). 
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Table 2. Association between seropositivity in dogs aga inst equine 
influenza subtype Alequine/Kentucky/97 H3N8 and various factors 

Variable 

Age 

Sex 

Constantly 
home 

No.of 
seropositive 

Category dogs 

<2 years O 
>2 years 
Male 1 
Female 4 
Yes 2 
No 3 

Statistically significant P < 0·05. 

No.of 
seronegative 
dogs 

14 

94 
47 
61 
7 

101 

P value 

0·868 

0·564 

0·063 

Table 3. Association between seroposit ivity in dogs aga inst any 
subtype of human influenza and seropositivi ty of their owners 

No.of 
seropositive 

Variable Category dogs 

Owner Ves 
positive No 

1 
O 

Statistically signifi cant P < 0·05. 

NO.of 
seronegative 
dogs P value 

94 
18 

0·373 

Table 4. Assessment of vaccination status and seropositivi ty against 
influenza in dog owners 

No.of No. of 
seropositive seronegative 

Variable Category owners owners 

Vaccinated Ves 

against H 1 N 1 No 

Vaccinated Ves 
agalost No 

H1Nlpdm09 

*Statistical ly significant P < 0·05. 

8 
29 
3 

33 

P value 

0·002* 

Assessment of the vacc inat ion status and seropositivity in 
dog owners revealed that the only statistically significant 
factor (P = 0·002) associated with the presence of antibodies 
was vaccination in the last 6 months against subtype 
HINlpdm09 (Table 4). 

Discussion 

Seroprevalence in dogs against subtype H3N8 A/equine/2l 
Miami/63 was ni!. In Mexico, the presence of antibodies in 

¡f) 2013 John Wiley & Sons Ltd 
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horses aga inst di fferent isola tes o f the subtype H 3N8 eguine 

influenza virus has been reported24
; comparatively, variation 

in the hem agglutinin gene o f this virus has been reported in 

isolations performed befo re 1992.6 1t ca n be assumed that, in 
Mexico, som ething simi lar occurred in the equine influenza 

virus and , therefore, dog sera do 11 0 t present antibodies 

aga inst o ld isola tes of this subtype due to antigenie dri ft. 

Seropositivity in dogs aga inst subtype H3N8 Neguine/ 
Kentucky/97 \Vas 4%. Anderson et al?O discussed tha t 

contem pora ry subtypes of equine and ca nille influenza 

viruses a re phylogenetica lly close and therefore can be used 

as diagnostic antigens. The positi ve results in d ogs suggest 

tha t interspecies transmissio n of the equine influenza virus 

has occurred . Serop reva lence o f the equine influenza virus 
\Vas low, but simi la r to tha t in studies with pet dogs fyo m 

o ther countries 10,25,26 where canine and equine influenza 

subtypes were used . The low seropositi vity cou ld be expla ined 

by the fae t that we ana lyzed pet dogs, beca use preva lenee of 

canine influenza in dogs held in ca nine control shelt ers has 

been reported to be u p to 42%, and the o n ly associa ted fac to r 

was the number of perman ent days in the shelter.27 Serop re­

valence in these dogs aga inst the three subtypes of human 

influenza (HI N l pdm09, HI N I , and H 3N2 ) was O·9% . This is 
simi la r to tha t reported b y Dundo n et al.,15 who fo und a 

O· 7% serop revalence in dog sera that were collected during 

the c ircu lation time of the H IN l pdm09 human influenza 

virus. Damiani et al.28 a lso fo und a 0·1 3% seropreva lence 

aga inst the HI N 1 pdm09 human influenza virus. O ur results 

di ffer fro m p reva lence d ata fo und in Braz il ,9 which was 

15·27%, but this stud y was aga inst an isolate of an o ld human 

influenza virus, and no t the 2009 variant , which cou ld explain 

the di fference in the proportio n of positi ve resu lts. 

The pereentage of seropositi vity against the Hl N l pdm09 

human influenza virus d etected in the owners is simi la r to 

o ther reports (39% and 33%) f1'O m previo us studies 
perfo rmed in Mexico.29,30 Circu latio n of subty pe H IN l 

am o ng dog owners was no t associa ted with their vaccinatio n 

sta tus, thereb y sugges ting that d ogs were in contact with the 

human influenza virus and that there is interspecies 

transmissio n. 

We did no t fi nd su ffic ient sta tistical ev id ence to associa te 

the seropositivity against the equine influenza virus in dogs 

with age, sex, o r constant p resence inside the ho m e; this is 

simi la r to a previo us study in which the o n ly fac to r 

associated with seropositivity fo r ca nine influenza was their 

lodging in veterina ry fac ilities in the previo us 6 m o nths.10 

We did no t fi nd a s tatistica l assoc ia tio n between seroposi­

tivit y aga inst the human influenza virus in the dogs and their 

owners. Therefore, we ca n assume tha t the observed 

seropositi vity in d og owners d oes no t pose a risk fo r 

seropositi vity against human influenza in their d ogs. H ow­

ever, subtypes Hl N l pdm09 and HI N I of human influenza 

are in fecting d ogs and their owners. There m ay be fac to rs 
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directly associa ted with the in fec tio n , but these have no t ye t 

been studied . We did no t fi nd an y nasa l exuda tes positi ve to 
RNA of human infl uenza A virus. In prev io us studies4,6,16,3 1 

perfo rmed in o ther countries, isola tes were obtained from 

sa m ples of dogs with seve re respira to ry clinica l signs. The 

disease is probably no t fTeguent ly presented b y dogs in 

Mexico o r the number of dogs tha t a re infected is low, 

and conseguent ly, the number of d ogs tha t develop the 

disease is also low. We will cont inue to sea rch fo r a strain in 

Mexico C ity tha t can be an a lyzed and eom pared with o ther 

isola tes. 

These a re the fi rst results fro m ho useho ld dogs in Mexico. 

However, it is necessary to continue to study influenza virus 

ci rcu la tio n in dogs fyo m di ffe rent places. T he seropositi vity 

results revea led tha t the influenza virus is current ly in fec ting 

ho useho ld d ogs in Mexico C ity . We have no in fo rmatio n 

rega rding when this virus was fi rst present in d ogs, but it can 

be assumed tha t d ogs a re current ly in contac t and becoming 

in fected with di fferent subtypes of human and equine 

influenza viruses. We do no t p resent ly have an isola te of 

canine influenza in Mexico C ity that cou ld genera te m o re 

in fo rmatio n rela ted to the circulatio n amo ng the ca nine 

popu la tio n, but we will continue to stud y the implicatio ns to 

animal and human hea lth . 
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CAPÍTULO 3 

 

DISCUSIÓN GENERAL  

 

El virus de influenza se ha aislado de diferentes especies como los humanos, cerdos, 

caballos, mamíferos acuáticos, aves domésticas y silvestres. El reconocer a la influenza 

canina como una entidad clínica en perros es relativamente reciente. Estudios diversos 

en Estados Unidos de América demuestran claramente la presencia del subtipo H3N8 

entre la población canina, sin embargo en México se desconoce cuál es la situación de 

este virus en los perros. Los datos de la infección con virus de influenza humana en 

especies domésticas como los perros y gatos, sugieren que los animales se infectan de 

manera esporádica a partir del contacto con humanos infectados, pero no se conoce 

claramente que factores, del huésped y virales, intervienen en la transmisión y 

circulación de este virus entre los humanos y los perros. Los resultados de este estudio 

evidencian la infección con virus de influenza en perros de la Ciudad de México.  

 

La seroprevalencia en perros contra el aislamiento de influenza A/equino/2/Miami/63 

subtipo H3N8, fue nula. El virus de influenza equina comenzó a circular en perros en el 

año del 2000 
27

 hasta tener una adaptación y transmisión sostenida desde el año 2004. El 

virus de influenza equina que se transmitió a los perros fue de aislamientos recientes, 

aunque existe evidencia de antigenicidad cruzada entre los virus de influenza equina y 

canina esto se da entre aislamientos contemporáneos 
51

. La variación antigénica del virus 

de influenza equina subtipo H3N8 ha desarrollado tres grupos genéticos o cluster con 

variaciones en el gen de la hemaglutinina de influenza equina, debido a estas mutaciones 

no existe antigenicidad cruzada entre los grupos 
75-77

. Por lo que los aislamientos de 

influenza equina anteriores al año 1988 no presentarán  antigenicidad cruzada en sueros 

de perros. En México existe evidencia de la infección de virus de influenza equina en 

caballos 
78, 79

, se podría sugerir que los subtipos de influenza equina que estarían 

transmitiéndose a los perros son también aislamientos recientes, por lo que los sueros de 

perro no presentan anticuerpos contra el aislamiento A/equino/2/Miami/63.  
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La seropositividad contra el subtipo H3N8 A/equino/Kentucky/97 fue del 4%, Anderson 

et al 
51

 mencionan que los subtipos de influenza equina y canina contemporáneos, son 

cercanos filogenéticamente, por lo tanto se pueden utilizar como antígenos de 

diagnóstico. Los resultados positivos sugieren que en México existe transmisión de 

influenza equina en perros, aunque no se puede asegurar que se presente de manera 

sostenida entre la población canina. La seroprevalencia de influenza equina en perros es 

baja, esto es similar a los reportes de otros países en estudios con el virus de influenza 

canina 
23, 80, 81

. El porcentaje de seropositividad contra influenza equina en este trabajo 

difiere con los reportes en Brasil y Australia que son del 90% y 37% respectivamente 
82, 

83
, en donde se utilizó el antígeno de influenza equina. La seropositividad baja se podría 

explicar por tratarse de perros domésticos, ya que se ha estudiado la prevalencia de 

influenza canina en centros de control canino, y se ha encontrado que es de hasta 42% 
25

. 

También hay estudios en perros rurales donde la prevalencia de influenza equina es 

hasta del 90% 
83

. Todo esto plantea la posibilidad de que los perros domésticos no están 

altamente expuestos al virus de influenza equina y que la frecuencia con que se infectan 

es menor que los perros en poblaciones rurales. De igual manera los perros en centros de 

control canino presentarán mayor prevalencia contra el virus de influenza canina que los 

perros domésticos. Estados Unidos de América es el único país que ha demostrado una 

circulación del subtipo H3N8 de influenza canina de manera endémica en algunos 

estados 
84

. En México se desconoce si existe una infección esporádica del virus de 

influenza equina en los perros, por contacto con animales enfermos. O si el virus de 

influenza canina se ha trasmitido por comercio y circulación de especies entre países. 

Aunque es menor la cantidad de perros que viajan internacionalmente, se considera 

como una especie susceptible ya que la vacunación contra influenza canina no se realiza 

como una práctica rutinaria en los perros.   

Poco después de la detección en los seres humanos, del virus de influenza H1N1 2009, 

se determinó mediante análisis filogenéticos que surgió a partir de combinaciones de 

virus que previamente infectaron humanos, cerdos y aves 
85

. La especie canina ha 

cobrado interés como una especie que pudiera facilitar la infección con múltiples 

subtipos de virus de influenza y por lo tanto reordenamientos con virus de influenza 

humana. La seroprevalencia contra influenza humana en perros fue de 0.9% (1/110) para 
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los subtipos H1N1 pandémico y H1N1 estacional, además del subtipo H3N2 estacional. 

Esto es similar a lo reportado por Dundon et al 
58

 donde encontraron una seroprevalencia 

del 0.7% en sueros de perros tomados durante la circulación del virus de influenza 

humana pandémico en el 2009, y a lo reportado recientemente por Damiani et al  
86

 

utilizando la técnica de inmuno ensayo enzimático de captura (por sus siglas en inglés 

ELISA) con 0.13% de sueros positivos. El resultado de este estudio difiere a la 

prevalencia encontrada en Brasil 
83

, que fue de 15.27%, donde utilizaron un antígeno de 

influenza humana pero no el subtipo H1N1 del 2009, lo que podría explicar las 

diferencias en la proporción de positivos. Se menciona que las infecciones con virus de 

influenza humana en perros se dan de manera esporádica y que el virus no se encuentra 

circulando actualmente en esta especie. En este estudio son dos perros los que se 

identificó que tenían anticuerpos contra los subtipos humanos, aunque los perros están 

en contacto con humanos no se ha podido establecer la transmisión sostenida en esta 

población. Algunos estudios han demostrado que existen diferencias específicas en la 

virulencia de los diferentes aislamientos del subtipo H1N1pdm 09 de acuerdo con 

hospederos en los que se infecta. Estas variaciones sugieren que existen diferencias en la 

susceptibilidad de la infección con el subtipo H1N1
87

. Los perros podrían estar 

infectándose con virus de influenza humana y equina de acuerdo a la susceptibilidad por 

edad, sexo o raza, sin embargo no se encontró evidencia estadística suficiente que asocie 

la seropositividad contra influenza equina  con la edad, el sexo de los perros, ni si salen a 

la calle, y tampoco la seropositividad contra influenza humana en perros con la 

seropositividad en sus dueños. Podrían existir factores que estén asociados directamente 

a la infección, sin embargo no se han estudiado, por lo que podemos concluir que la 

infección en perros con virus de influenza humana  se presenta de manera esporádica 

pero la convivencia con humanos positivos no es un factor de riesgo.  
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